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5ir^T"qa^c"enalH"s"irpIIies--p^^^^^ 

yori..^rren presence-d'urie phase aqueuse, des phases mesomorph s — 
dont- 1 ' e tat- d ' organisation- est- intermedialre entre- -He tat cristal- 
lin et I'etat Uquide. Parmi ces lipides, 11 est connu qu certains 
peuvent gonfler en solution aqueuse pour former des spherules dls- 
persees dans le milieu aqueux, ces spherules etant constituees par 
des couches blmol^culalres ou multlmoleculaires constituant des 
feulllets senslblement concentrlques. Les spherules de ce type, 
denomm^es de fagon g^nerale liposomes, peuvent Stre utlllsees pour 
enfermer des solutes aqueux comportant des substances actives, les- 
dites substances se trouvant dans les compartlments aqueux compris 
entre les doubles couches lipidlques et etant ainsi protegees cen- 
tre les conditions exterleures. 

On a d^ja propose d'obtenlr des liposomes a partir de 
composes lipidlques -ioniques,- ces liposomes repondant k la formul 
g^n^rale 

X — Y 

dans laquelle X est un groupe hydrophlle polaire et Y est un groupe 
hydrophobe non polaire : par exemple, dans le brevet fransals 
2 221 122. on a deja decrit des liposomes de ce type ayant des dla- 
metres inf^rleurs a 1 000 A. et dans le brevet frangais 75-20456, 
on a A6ik decrit des liposomes de ce type ayant des dlamfetres com- 
pris entre 1 000 et 50 000 A. Oe plus, on a egalement decrit dans 
le brevet frangais 75-20456 des liposomes ayant un dlametre compris 
entre 100 et 50 000 A et obtenus a partir d'un compose llpldique 
dispersible dans I'eau, ayant pour formule generale 

formule dans laquelle X represente un groupe hydrophlle non-lonlque 
et y represente un groupe llpophile . On connalt done, a ce Jour, 
des dispersions de liposomes ioniques ou non-lonlques de dlfferentes 
tallies, et I'on a egalement decrit dans la demande de certlflcat 
d 'addition frangais 77-34 249 des dispersions contenant plusieurs 
types de liposomes, chaque type renfermant des substances actives 
dlfferentes. 

L'mterSt des compositions renfermant des liposomes ioni- 
ques ou non-lonlques est en pratique limits par deux caract6risti- 
ques essentlelles de ces liposomes, a savoir leur stabilite et leur 
imperm&bllltd. II convient d'assurer pour les liposomes en cause un 
stablllti sufflsamment grand pour que ces liposomes subslstent k 
I'etat d spherules pendant un temps sufflsamment long pour que les 
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ooT.po-sirrriW pUlssenr -Stre spherules alent_ 

dli^al^p-ir coa lescenc eT- Il-faufr-^n- ef-fet- noter-que, 1 ' etat-d- opga- - 
nlsation tHermoclynamiquen«nt stable des lipides hydrates est.celui, 
-de- la Dhase iamellaire a structure feuilleree_; 11. y. a. done. ten-. _ , 
dance a la coalescence des spherules et cette tendance st plus 
ou nolns prononcee selon la tallle des liposomes et selon la nature 
des composes lipidiques qui les constituent. Par ailleurs, 11 
convient de pouvoir disposer de liposomes qui maintiennent encap- 
sulees les substances actives enfermees entre les doubles couches 
lipidiques, et k cet egard, on a d'allleurs constate que les lipo- 
somes ayant des tallies relativement grandes. par exemple comprises 
entre 1 000 et 50 000 A, etaient plus interessants que les liposo- 
mes ayant des tallies relativement petites, par exemple comprises 
entre 100 et 1 000 A, en raison du fait que la permeabillte de ces 
15 liposomes decrolt quand le diametre moyen des liposomes augments, 
n s'avere done d'une grande importance sur le plan pratique de 
trouver un moyen permettant d'eviter I'instabilit^ et la permeabi- 
llte des liposomes pour permettre leur utilisation satlsfaisante 
longtemps apres leur fabrication. 
20 La presente invention a pour but de proposer un moyen tel 

que cl-dessu3 indique, et ledlt moyen conslste a lyophlliser les 
dispersions de liposomes apres leur preparation. On a en effet 
constate, selon I'lnvention. que de fagon tout-a-falt Inattendue, 
les compositions contenant des liposomes, lorsquelles ecaient lyo- 
25 philisees pouvaient gtre rehydr^s sans que la lyophlllsation 

^difie la structure et la diraension des spherules. Cette 

constatation est particullerement surprenante quand on se rappelle 
que les liposomes ont une structure entierement llpldique organisee 
autour de I'eau et que done, contrairement aux cellules de type ^ 
30 classlque dont la lyophlllsation est connue, les liposomes ne be- 
n^ficient pas de facteurs de stabilisation dOs a la presence de 
polymeres tels que les protelnes. Oe plus, la formation des lipo- 
somes depend de I'etat d'ordre des chaines lipidiques, c est-a-dire 
est en relation directe avec la temperature, les lipides a chaines 
35 longues saturees ne pouvant donner des liposomes qu'au-dessus d une 
certaine temperature qui correspond senslblement k la temperature 
de fusion des chaines paraff inlques des lipides consideres. Or, le 
processus de lyophlllsation fait appel a de basses temperatures et 
I'homme de I'art devralt, en consequence, s'attendre a ce que cette 
40 lyophlllsation detruise la structure des liposomes. L Invention 
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a permla de constafcer que, contralrement a toutes les deductions 
" loglques de I'homme de I'art, le passage des " liposomes par "des bas- 
sea t Bipdratures et I'^llmlnation-d'eau ne ddtruisaient pas la 
structure des liposomes, de sorte que les lyophillsats de llposo- 
5 nes peuvent etre r^hydrates et redonner nalssance par rdhydrata- 
tlon k des dispersions aqueuses Identlques aux dispersions Inl- 
tlales avant lyophlllsatlon. 

II est Clair que I'inventlon permet d'amellorer consid^w 
rablement les posslbllites d'utllisation pratiques des liposomes 

10 pulsque par lyophlllsatlon on evlte pendant tout le temps de la 
conservation k I'^tat lyophllls^, toute transormatlon' des llpo- 
sopes, c'est-k-dlre toute coalescence et toute migration par per- 
meability des substances actives enfermees dans les liposomes. 
En effet, on a pu constater que ce proo^d^ de lyophlllsatlon per- 

15 net d'obtenlr des liposomes dont la quantlte de substance encap- 
suUe n'est pas modifi^e au cours de 1 'Evaporation de I'eau. De 
plus, aprfes r^hydratatlon du lyophlllsat on observe que la tallle 
des liposomes eat la meme que celle avant lyophlllsatlon. On peut 
done envlsager, grace k i'inventlon, de preparer extemporan^ment 

20 des dispersions de liposomes ayant des tallies qui correspondent 
k une trfes grande instabilite, car 11 sufflt de lyophillser cea 
dispersions suff Isamment vlte apres leur preparation pour pouvolr 
les malntenir pendant un temps de stockage quelconque k l'6tat 
lyAphyllsE et les r^g^nerer ensulte par rehydratatlon au moment 

25 66alr6. De plus, les lyophillsats de liposomes selon I'inventlon 
possfedent les avantages g^n^raux des prodults lyophlliaes, sur le 
plan de la protection contre la contamination bact^rlenne et de 
I'oxydatlon en parti culler. 

La pr^sente invention a, en consequence, pour oh Jet un 

30 proc^di de conservation de composition a base de dispersions 
aqueuses de spherules dltes liposomes, constitutes de couches 
molEculalres organlsees, entre lesquelles est encapsulte une pha- 
se aqueuse, renfermant au molns une substance active, ces couches 
itant constitutes d'au molns un compost lipldlque .ayant pour 

35 formule gtntrale 

X Y 

formule dans laquelle Y represente un groupe llpophlle et X 
reprtsente un groupe hydrophile lonique ou non-lonlque, le dia^ 
mfetre des spherules ttant compris ntre 100 t 50 000 A environ, 
40 
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Z "'Z_— - --— - , caracterlse" par le" f^ lt'gu'en Premier lieu, on prepare . 
de fagoiTconnue, une dispersion aqueuse de liposomes ; qu'.en deuxie- 
me lieu, on soumet ladlte dispersion a une lyophilisation realisee ^ 
de f aQon 'claVsiqueV aHn""d^^^^ un solide et qu'en 

5 troisieme lieu,peu de temps avant 1 'utilisation de la composition, 
on rehydrate le lyophilisat pour regenerer la composition initiale. 

Dans un mode prefere de mise en oeuvre du proK^de selon 
1' Invention, on introduit dans la composition de liposomes k con- 
server des charges destlnees a empScher la prise en masse ou en mot- 

10 te des produits obtenus" Ipar^ lyophilisation ; les charges peuvent 
avantageusement etre cholsies dans le groupe form^ par les sels mi- 
n^raux, la silice coUoIdale, les amidons et les aluminosilicates tels 
que les bentonites ; la lyophilisation est obtenue en abalssant la 
temperature de la composition de liposomes au-dessous de -30'C, la 

15 composition etant disposee en une couche de faible epaisseur, et en 
faisant evaporer a une temperature comprise entre 15 et 60°C, sous 
une trfes basse presaion ; la pression d'evaporatlon est de I'ordre 
de 0,01 millibar, la temperature du condensateur etant d 'environ 
-70*0 et 1 'evaporation etant maintenue pendant environ 12 heures. 

20 La presente invention a egalement pour objet le produit 

Industriel ncuveau que constitue une composition de liposomes lyo- 
philisee telle qu' obtenue a la deuxi^me etape du proced^ ci-dessus 
d€fini. 

Dans un mode prefere de realisation, la composition selon 

25 1 'Invention comprend des charges destlnees a empecher la prise en 
masse ou en motte ; les charges sent cholsies dans le groupe forme 
par les sels mineraux, la silice ooUo Male, les amidons et lesalJiBL- 
no«illcates;ies composes llpidiques ccnstitutifs des liposomes sont, 
pour tous les liposomes de la composition, ou blen des composes 

30 ioniques, ou blen des composes non-loniques ; les liposomes de la 
composition sont d'au moins deux types, les substances actives, 
enfermees dans les liposomes de chaque type etant differentes ; pour 
les composes llpidiques constitutifs des liposomes de la composition, 
Y repr^sente une chatne lipophile nontenant de 12 a 50 atomes de 

55 carbone; Y peut avantageusement Stre choisi dans le groupe forro^ 
par les chalnes laurique, t^trad^cyllque, hexadicyllque, oliique, 
Isost^aryllque, lanolique ou alcoylph^nyl i X peut avan- 

tageusement Stre un groupement hydrophile non-ionique choisi dang 
la classe formee par des groupements polyoxyethyl^nes ou polyglyc6- 

40 roles et des esters de polyol oxyethylenasou non. X peut egalement 
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etre avantageusement un groupement hydrophile ionique forme- par un 
coiTpose: -a^rpho.feerer compor^^arvt— deu^eiehar^ 

sociation d deux ions — --^ de sigpes opposes, 

Dans_]fi.cas ou.]es„ composes. lipidiques. fprnjant les liposomes 

sont des composes non ioniques, lesdits composes lipidiques peuvent 
avantageusement etre choisis dans le groupe forme par : 

- les ethers de polyglycerol lineaires ou ramifies de 
formules respectives : 

R - (OCHg CH OH CHg-^JJ OH 



et 



R e 0 CHg CH-J-^j OH 

15 

n etant un entier compris entre 1 et 6, R etant une chalne alipha- 
tique lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee, comprenant de 12 
k 50 atomes de carbone, les radicaux hydrocarbones des alcools de 
20 lanoline ou les restes hydroxy -2-alkyle des o<- diols a longue 
chalne ; 

- les alcools gras poly oxye thy lenes ; 

- les esters de polyol oxyethylenes ou non et, par 
exemple, les esters de sorbitol polyoxyethylene ; 

25 - les glycolipides d'origine naturelle ou synthetique, 

par. exemple les cerebrosides. 

Dans la composition qui est soumise a la lyophilisation, 
la phase aqueuse encapsulee dans les liposomes est une solution 
aqueuae de substances actives ; la phase continue qui entoure les 

30 liposomes est une phase aqueuse isotonique par rapport a la phase 
encapsulee de la dispersion ; la proportion du poids des liposomes 
par rapport au poids de la phase continue de la dispersion est 
comprise entre 0,01 et 0,5 environ. 

Dans lecas ou tes liposomes sont ottenus ^ P^^^lfm^^SEir? 

35 djques non-ionjquss, les conposit tons soumises a 3a 3yq3hlliatlon peuvent / 

divers additifs en vue de modifier la permeabilite ou la charge su- 
perficielle des liposomes. On citera a cet egard 1 ^addition even- 
tuelle des alcools et diols a longue chalne, des sterols, par exem- 
ple le cholesterol, des amines a longue chalne et de leurs derives 

^0 ammonium-quaternaires, des dihydroxyalkyl-amines, des amines grasses 
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polyoxyethylenees, des esters d'amino-alcools a longue chalne, de 
leurs sels et d^rlv^s ammonium-quaternalres, des esters phosphorl- 
ques d'alcools gras, par exemple de dic^tyl-phosphate de sodiunij 
des alkylsulTates7~par exemple le cetyl-sulfate de sodium, de cer- 
5 tains polymeres, tels que les polypeptides et les protdines. 

La composition soumise a la lyophllisation peut comporter 
des liposomes renfermant des substances actives de toutes sortes, et 
en partlculier des substances ayant un interet pharmaceutique, ou 
alimentaire, ou des substances ayant une activite cosmetique. Les 

10 substances actives peuvent etrej par exemple, en ce qui concerne la 
cosmetique : les produits destines aux so ins de la peau et du che-" 
veu, par exemple des humectants, tels que la glycerine, le sorbitol, 
le pentaerythritol, l' inositol, I'acide pyrrol idone-carboxylique 
et ses sels ; des agents de brunissage artificiels tels que la 

15 dihydroxyacetone, l^erythrulose, la glyceraldehyde, les X-dial- 
d^hydes tels que 1 'aldehyde tartrique (ces produits pouvant even- 
tuellement etre associes a des colorants) ; des agents antisolaires 
hydrosolubles ; des anti-perspirants, des deodorants, des astrin- 
gents, des produits rafraichissants, toniques, cicatrisants, kera- 

20 tolytiques, depilatoires j des eaux parfumees ; des extraits de tis- 
sus animaux ou vegetaux, tels que proteines, polysaccharides, li- 
quide amnio tique ; des colorants hydrosolubles, des agents anti- 
pelliculaires, des agents antiseborrheiques, des oxydants (agents 
de decoloration) comme I'eau oxygenee, des reducteurs tels que 

25 I'acide thioglycolique et ses sels. Comme substances actives phar- 
maceutiques on peut citer : les vitamines, les hormones, les enzy- 
mes, (par exemple, la superoxyde dismutase), les vaccins, les anti- 
inflammatoires (hydrocortisone, par exemple) les antibiotiques, les 
bactericides. 

30 Pour mieux faire comprendre I'objet del' invention, on 

va en decrire maintenant, a titre d'exemples purement illustratifs 
et non limitatifs, plusieurs modes de mise en oeuvre et plusieurs 
modes d 'utilisation, 
Exemple 1 : 

35 Dans un ballon de 100 ml, 320 mg du produit de formule 
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R ^^'tan t le " "rad i c aT a 1 c oy 1 e '~cl es " a Ic' ob 1 s ' d e " lanoline hydrogenee--et n 
ayant une vareW"^ta'irlffT:lTiue moyenne de 80 mg de cholesterol 

sont dissous dans 5 ml d'un melange chloroforme /methanol dans le 
rapport 2 : 1. On evapore le solvant a I'aide d'un evaporateur ro- 
tatlf, puis on elimine les dernleres traces de solvant en soumet- 
tant le produit pendant 1 heure a la pression reduite donnee par 
une pompe k palette. 

A la temperature de 40**C, on met le film lipidique obtenu 
en contact avec 10 ml d'une solution aqueuse a 8^ du sel de trietha- 
nolamine de l*acide urocanique. Le ballon est ensuite place sur une 
6ecoueuse* et fortement agite pendant 2 heures a 40*C ; puis on 
rsfroldit progresslvement jusqu'a revenir a la temperature ambiante. 
La dispersion obtenue est fluide. La taille des liposomes est inf^- 
rieure ou ^gale au micron. 

On plonge le ballon dans 1 'azote liquide avec un mouvement 
de rotation sur lui-meme afin d'obtenir la congelation du produit 
sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 heures dans 
un lyophilisateur. On obtient de cette manifere un produit pSteux 
que l*on conserve pendant plusieurs Jours. 

Par addition d'au mo ins 3,5 ml d*eau au produit lyophi- 
lis^ ainsi conserve, on obtient h nouveau une dispersion de sphe- 
rules ayant un dlametre inferieur ou egal au micron. 
^xepp\e a : 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange 
intimeroent h I'aide d'une spatule 190 mg du produit de formule 
genirale : 



H OCHg - CH 







,0H_ 


n 



OH 



ou R est le radical hexadecyle et n a une valeur statistlque moy n- 
ne de 3, I90 mg de cholesterol et 20 mg de dicetylphosphate de so- 
dium. Le melange est fait a la temperature de 90^*0 puis ramene a 
70**C par 1 'intermediaire d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
d'xine solution aqueuse k2j6 (pH 7) chisel de sodium de I'acide L-pyrroli- 

done carboxylique. On homog^neise a la spatule jusqu'a obtenir une 
phase lamellaire zres hydratee. On ajcute 7*5 nil de la solution aqueu- 
se k 2% (PH 7) du sel de sodium de I'aclde L-pyrrolidone carboxyli- 
que. On Immerge profondement dans la dispersion la tete d'un ultra- 
disperseur vendu sous la denomination commerciale "ILA". On disperse 



2416008 



. en_ augmentant progress iyement la .v\Pf sse de Jt-ocatlon Jusqu ' a la 

Vitesse maximum que I'on maintient pendant- environ 30 minutes. On _ 
laisse. la temperature du bain-marie revenir progress ivement a I'am- 
biante. La dispersion obtenue est riulde. La taille des liposomes 
5 est de I'ordre du micron. 

On transvase la dispersion dans un ballon rond de 100 ml 
que I'on plonge' dans 1 'azote liquide avec un mouvement de rotation 
sur lui-meme afin d'obtenlr la congelation du produit sur les parols 
du ballon, puis on le place pendant 12 heures dans un lyophilisa- 
10 teur. On obtient de cette maniere un produit pateux, de couleur 
blanche, que i'on peut conserver. 

Par addition de plus de 5,5 ml d'eau au produit lyophill- 
se. on obtient une dispersion de spherules indlvidualis^es dont la 
taille moyenne est de i'ordre du micron. 
15 II est possible de soumettre aux ultra-sons la disper- 

sion de liposomes avant la lyophilisation : la taille des spherules 
est alors tres faible (diamfetre : 500-1 000 A ). Apres lyophilisa- 
tion et rehydratation du lyophilisat, on obtient une dispersion 
de liposomes de meme diametre. 

20 Exemple 3 : 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange in- 

tlmement a I'aide d'une spatule 75 m produit de formule gen^- 
rale : 



25 



R - 



- 0 CHg - CH 







jOH 


n 





OH 



R etant le radical hexad^cyle et n etant. egal a 2, avec 20 mg de 
cholesterol et 5 mg de dlcetyl -phosphate. Le melange est fait a la 
temperature de TO'C au moyen d'un bain-marie. 

30 On met ce melange en contact avec 2,5 ml d'une solution 

aqueuse de chlorure de sodium a 5^. On homogeneise k la spatule 
Jusqu'a obtenir une phase lamellaire tres hydratee. On ajoute 7,5 ol 
de la solution aqueuse de chlorure de sodium a 5^. On immerge pro- 
fondement dans la dispersion la tete d'un ultra-disperseur "ILA". 

35 On disperse en augmentant progress ivement la vitesse de rotation 
de la tete Jusqu'k la vitesse maximum que i'on maintient pendant 
environ 30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir 
progress ivement a I'amoiante. La dispersion obtenue est fluide. La 
taille des liposomes est de i'ordre du micron. 

40 On transvase la dispersion dans un ballon rond de 100 ml 
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que I'on plonge dans 1 'azote liquit; - avec un mouvement de rotation 
sur^Tul-meme 7 af in~^ la ^'congelation du"prbQuix silr les^ paT- 

rols du ballon. On lalsse le ballon pendant 12 heiires dans un' lyo- 
phillsateur. On obtient de oette mariiere " un produit poudreux, "de 
5 couleur blanche que l*on peut conserver. 

Par addition d'au moins 1 ml d'eau au produiT; conserve, 
on obtient une dispersion des spherules individualisees ayant une 
taille moyenne de I'ordre du micron. 

La dispersion initiale peut etre egalement soumise aux 
10 ultra-sons avant lyophilisation, pour reduire la taille des liposo- 
mes de la dispersion. 
Exemple 4 : 

Dans un ballon rond de 100 ml, 128 mg de leci thine, d'oeuf 
hydrogene«, 15 mg de cholesterol, 7 mg de dicetyl-phosphate sont 
15 dissous dans 5 ml d'un melange chloroforme /methanol dans le rapport 
2 5 !• On evapore le solvant a I'aide d'un evaporateur rotatif, puis 
on elimine les dernieres traces de solvant en soumettant le produit 
pendant 1 heure a la pression reduite donnee par une pompe a palet- 
tes. 

20 On met le film lipidique obtenu en contact avec 4 ml d'une 

solution aqueuse d'acide ascorbique 0,3 M. L*experience est faite 
k la temperature de 4o**C. Le ballon place sur une secoueuse est 
fortement agite pendant 2 heures a 4o*C, puis refroidi progressi- 
vement Jusqu'a revenir a la temperature ambiante. La dispersion ob- 

25 tenue est fluide. La taille des liposomes esc inferieure ou egale 
au micron. 

On plonge le ballon dans I'azote liquide avec un mouvement 
de rotation sur lui-meme afin d'obtenir la congelation du produit 
sur les parois du ballon, puis on le place dans un lyophilisateur 

30 pendant 12 heures. On obtient de cette maniere un produit pateux 
de couleur blanche, que I'on peut conserver. 

Par addition de plus de 1,5 ml d'eau au produit conserve, 
on obtient une dispersion de liposomes ■ individualises de tallies 
inferieures ou egales au micron. 

35 La dispersion initiale peut egalement etre soumise aux 

ultra-sons avant lyophilisation, pour reduire la taille des lipo- 
somes. 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange inti- 
40 mement a I'aide d'une spatule 300 mg de lecithine d'oeuf, 80 mg 
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de cholesterol ,_et 20 mg a-^dlcetyl -phosphate . Le melange est fait 
ITa "tenj:^7ati7re"de lo^C, puis raieiie kllQ-^C . au moye bain- 
marie . 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
d'une solution aqueuse a 2,5^ (pH=7) du sel de sodium de I'aclde 
lactique. On homogeneise a la spatule jusqa'a obuenir une phase 
lamellaire tres hydratee. On ajoute 7o ml de la solution aqueuse 
du sel de sodium de I'acide lactique a 2,5^. On Immerge profondement 
dans la dispersion la tete d'un ultra-disperseur "ILA". On disperse 
en augmentant progressivement la Vitesse de rotation de la tete 
jusqu'a la Vitesse maximum que I'on malntient pendant environ 30 
minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir progressi- 
vement a I'ambiante. La dispersion obtenue est fluide. La taille des 
liposomes est superieure au micron. La dispersion peut gtre soumise 
aux Ultra-sons sous azote ; la taille^des liposomes devient alors - 
tres inferieure au micron (25O-I 000 A). 

On transvase la dispersion obtenue dans un ballon rond de 
100 ml que I'on plonge dans l' azote liquide avec un mouvement de 
rotation sur lui-mSme afin d'obtenir la congelation du produit sur 
les parois du ballon. On laisse alors le ballon pendant 12 heures 
dans un Uophylisateur. On obtient de cezte roaniere un produit pail- 
lete de couleur brune, que i'on peat conserver. 

Par rehydratation du produit conserve avec au mo ins 3,5 
ml d'eau, on retrouve des liposomes individualises de taille infe- 
rieure (250-1 000 A) ou superieure au micron selon que la disper- 
sion a et6 ou non soumise aux ultra-sons avant lyophilisatlon. 

Ejcemp],e $ ; . i„ 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange in- 
timement a I'aide d'une spatule 300 mg de lecithine d'oeuf, -80 mg 
de cholesterol et 20 mg de dice tyl -phosphate de sodium. Le melange 
est fait a la temperature de 60"C, puis ramene a 40»C au moyen 

d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
d'une solution aqueuse a I'/oo de I'enzyme superoxyde dismutase. 
on homogeneise k la spatule jusqu'a obtenir une phase lamellaire 
tres hydratee. On ajoute 7,5 ml de la solution aqueuse a I'/c de 
I'enzyme superoxyde dismutase. On immerge profondement dans la 
dispersion la tSte d'un ultra-dlsperseur "ILA". On disperse en 
augmentant progressivement la Vitesse de rotation de la tete 
jusqu'k la Vitesse maximum que i'on malntient pendmnt environ 
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30 minut s. On laisse la temperature du bain-marie r even ir pro- ' 
greseivement a I'ambiante. La dispersion obtenu est fluide . La 
taille des liposomes est superi ure au micron. La dispersion 
peut Stre soumlse a;xx ultra-sons sous azote ; la taille des lipo- 
somes devient alors tres inf^rieure au micron (250-1 000 A). 

On transvase la dispersion obtenue dans un ballon rond 
de 100 ml et on introduit 300 mg d'aluminosilicate dans le bal- 
lon que I'on place environ 30 minutes sue une secoueuse. On 
plonge ce ballon dans 1 'azote liquide avec un mouvement de rota- 
tion 8ur lui-merae, afin d'obtenir la congelation du produit sur 
lea parois du ballon. On laisse alors le ballon pendant 12 heures 
dans un lyophilisateur. On obtient de cette maniere un produit 
blanc, poudreux que I'on peut conserver. 

Par rehydratation du produit conserve avec au moins 
3,5 ml d*eau, on retrouve des liposomes individualises de taille 
inf^rieure (250-1 000 A) ou superieure au micron, selon que la 
dispersion a et^ ou non soumise aux ultra-sons avant lyophllisa- 
tlon. 

Dans un ballon de 100 ml, 320 mg du produit de formule 

g^n^rale 

R (OCHg - CH ) OH 

CHgOH n 

R 4tant le radical alkyl des alcools de lanoline hydrogen^e 
et n ayant une valeur statistique moyenne de 3* et 80 mg de cho- 
le«t<rol sont dissous dans 5 ml d'un melange chloroforme/m^thanol 
dans le rapport 2:1. On evapore le solvant k I'aide d'un evapo- 
rateur rotatif, puis on ellmine les derniferes traces de solvant 
en soumettant le produit pendant 1 heure a la prcssion reduite 
donn^e par une pompe k palettes. 

A la temperature de 40*^0, on met le film lipidique ob- 
tenu en contact avec 10 ml d'une solution aqueuse k yf> de gly- 
cerol. 

Le ballon est ensuite place sur une secoueuse et forte- 

ment agit^ pendant 2 heures a 40'C ; puis on refroidit progres- 

sivement Jusqu'k revenir a la temperature ambiante. La dispersion 

obtenue est fluide. La taille des liposomes est inf^rieure ou 

egale au micron. 

On introduit 500 mg d'aluminosilicate dans le ballon que 

I'on replace environ 30 minutes sur la secoueuse. 
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On plonge le ballon dans 1 'azote llqulde avec un mouve- 
meat de rotation sur lui-mSme afin d'bbtenir la congelation" du 
prodait sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 
heures dans un lyophlllsateur. On obtlent de cette manifere un 
produit blanc, poudreux, que I'on peut conserver. 

Par addition d'au molns 3,5 ml d'eau au produit lyo- 
philise ainsi conserve, on obtient a nouveau une dispersion de 
spherules ayant un diametre inf^rieur ou egal au micron. 
^xemDle 8 : 

Dans le fond d'un tube a essals de 50 ml, on melange 
intimement k I'aide d'une spatule 180 mg du produit de formule 
g^n^rale 



R 



OCH« - 



2-?« 







,0H - 


n 



OH 



oh R est le radical hexadecyle et n a une valeur statistique 
moyenne de 3, 180 mg de cholesterol et kO mg de dicetyj-phosphate 
de sodium. Le melange est fait a la temperature de 90*0 puis 
ramene a 50 "C par 1 ' intermedial re d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
d'une solution aqueuse a 5JC d'irarauno globulines Ig A. On homo- 
g^neise k la spatule Jusqu'a obtenir une phase lamellaire trfes 
hydratee. On ajoute 7,5 ml cle la solution aqueuse a 9 '/«« <3e 
chlorure de sodium. On Imroerge profond^ment dans la dispersion 
la tSte d'un ultra-dlsperseur vendu sous la denomination "ILA". 
On disperse en augmentant progress Ivement la vitesse de rotation 
Jusqu'k la Vitesse maximum que I'on maintient pendant environ 
30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir pro- 
gressivement a I'ambiante. La dispersion obtenue est fluide. La 
taille des liposomes est superieure ou egale au micron. 

On plonge le ballon dans 1 'azote liquide avec un mouve- 
ment de rotation sur lui-meme afin d'obtenir la congelation du 
produit sur les parois du ballont puis on le place pendant 12 
heures dans un lyophilisateur. On obtient de cette maniere un 
produit blanc, poudreux. 

Par addition de plus de 3,5 nd cl'eau au produit lyo- 
phllise, on obtient une dispersion de spherules individual isees 
dont la taille moyenne est superieure ou egale au micron. 

II est bien entendu que les modes de mise en oeuvre cl- 
dessus decrits ne sont aucunement limltatifs et pourront donner 
lieu k toutes modifications desirables, sans sortir pour cela du 
cadre de l' invention. 
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REVENDICATIONS 



1 - Precede de conservation de composition a base de dis- 
persions aqueuses de spherules dites "liposomes", constituees de 
couches moleculaires organisees, eni>re lesquelles est encapsulee 

5 une phase aqueuse, renfermant au mains une substance active, ces 

couches etant constituees d*au molns un compose lipidique ayant pour 
forniule gen^rale 

X Y 

fornwle dans laquelle Y represente un groupe liphophlle et X repre- 

10 sente un groupe hydrophile ionique ou non-ionique, le diametre des 
spherules ^tant compris entre 100 et 50 000 A, caracterise par le 
fait qu'en premier lieu, on prepare, de fa9on connue, une disper- 
sion aqueuse de liposomes ; qu'en deuxieme lieu, on soumet ladite 
dispersion a une lyophilisation realisee de fagon classique, afin 

15 d'obtenir une pate ou un solide ; et qu'en troisieme lieu, peu de 
temps avant l' utilisation de la composition, on rehydrate le lyo- 
phillsat pour regenerer la composition inltiale. 

2 - Precede selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que I'on introduit dans la composition de liposomes a conser- 

20 ver des charges destinees a empecher la prise en masse ou en mott 
des produits obtenus par lyophilisation. 

3 - Precede selon la revendication 2, caracterise par le 
fait que les charges sont choisies dans le groupe forme par les 
sels min^raux, la silice colloldale, les amidons et les aluminosincates. 

25 4 - Precede selon I'une des. revendications la 3* carac- 

terise par le fait que la lyophilisation est obtenue en abaissant 
la temperature de la composition de liposomes au-dessous de -30*C, 
ladite composition etant dispesee en une couche de faible epaisseur, 
et en faisant ^vaporer a une temperature comprise entre 15 et 60*C, 

30 sous u» tres basse pressien. 

5 - Composition de liposomes lyophilisee obtenue a la 
deuxifeme etape du precede seloii la revendication 1. 

6 - Composition selon la revendication 5i, caracterisee par 
le fait qu'elle comprend des charges destinees a empecher la prise 

35 en masse ou en motte. 

7 - Composition selon la revendication 6, caracterisee par 
le fait que les charges sont choisies dans le groupe forme par les 
sels mineraux, la silice colloTdale , les amidons et les aluminosILLcates. 

8 - Composition selon I'une des revendications 5 a 7, ca- 
40 racterise par le fait que les composes lipidiques constitutifs des 
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' liposomes sont^^.^—^-— - — ^.„-^.„-- ou-bien--- 

des compases loniques, ou bien des composes non-loniques. 

9 - Composition selon l*une des revendications 5^8, ca- 
racterisee par le fait que les liposomes qu'elle contient sont d'au 
5 moins deux types, les substances actives enfermees dans les liposo- 
mes de chaque type etant differentes. 

10 - Composition selon I'une des revendications 5 a 9, ca- 
racterisee par le fait que, pour les composes lipidiques constitu- 
tifs des liposomes de la composition, Y represente une chalne li- 

10 phophile contenant de 12 a 30 atomes de carbone. 

11 - Composition selon la revendication 10, oaracterisee 
par le fait que Y est choisi dans le groupe forme par les chatnes 
laurique, t^trad^cyllque, hexad^cylique, oleique, Isost^aryllque, 

lanolique ou alcoylph^nyl . 

15 12 - Composition selon I'une des revendications 5 a 11, 

caracterisee par le fait que, pour les composes lipidiques consti- 
tutifs des liposomes de la composition, X represente un groupement 
hydrophile non-ionique choisi dans la classe formee par des groupe- 
ments polyoxyethylenes ou polyglyceroles et des esters de polyol 

20 oxyethylenes ou non. 

13 - Composition selon I'une des revendications 5 a 11, 
caracterisee par le fait que, pour les composes lipidiques consti- 
tutlfs des liposomes de la composition, X est un groupement hydro- 
phile ionique forme par un compose amphotere comportant deux chal- 

25 nes lipophiles avec une association de deux ions organiques de 

signes opposes. 

14 - Composition selon I'ane des revendications 5 a- 9 ^^^ns 
laquelle les composes lipidiques forroant les liposomes sont des 
composes non-loniques, caracterisee par le fait qae lesdits compo- 

30 ses lipidiq;--^s sont cholsis dans le groupe forme par : 

- les ethers polyglycerol lineaires ou ramifies de 
formules respectives : 

R - (OCHg CH OH CH^-^^^ OH 

et 

55 , V OH 
R e 0 CH^ CH 

CH^OH 

n etant un entier compris entre 1 et 6, R etant une chalne alipha- 
40 tique lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee, comprenant de 12 
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k 56~aton)es de carbohe, les radicaux hydrocarbones des alcools de 
lanoline ou les restes hydroxy-2-alkyle des d-diols k longue chal- 
ne ; 

- les alcools gras polyoxyethylenes ; 

5 - les esters de polyol oxyethylenes ou non et, par exem- 

ple, les esters de sorbitol polyoxyethylenes ; 

- les glycolipides d'origine naturelle ou synthetique, 
par exemple les c^r^brosides. 

15 - Composition selon I'une des revendications 5 a 14, 
10 caract^ris^e par le fait qu'elle comporte des additifs Tisant k 

modifier la permeabilite ou la charge superf iclelle des liposomes 
et pris dans le groupe form^ par les alcools et diols a longue 
chalne, les sterols, les amines a longue chalne et leurs derives 
ammonlum-quaternaires. les dihydroxyalkyl -amines, les amines gras- 
15 ses polyoxy^thylenees, les. esters d'amino-alcools a longue chalne 
ainsi que leurs sels et derives ammonium-quaternalres, les esters 
phosphoriques d 'alcools gras, les alkylsulfates, les polypeptides 

et les prot^lnes. 

16 - Composition selon I'une des revendications 5 a 15, 
20 caract^risee par le fait que les liposomes renferraent des substan- 
ces actives k activity cosmetique prises dans le groupe forme par 
les produits destines aux soins de la peau et du cheveu, les huroec- 
tants tels que la glycerine, le sorbitol, le pentaerythritol, l' ino- 
sitol, I'acide pyrrol idone-carboxylique et ses sels, les agents de 

25 brunlssage artificiels tels que la dihydroxyacetone, I'erythrulose, 
la glyc^rald^hyde, les V-dialdehydes, lesdits agents de brunlssage 
pouvant Stre eventuellement associes a des. colorants, les agents 
antlsolaires hydrosolubles, les antl-perspirants, les deodorants, 
les astringents, les produits rafraichissants, toniques, cicatri- 

30 sants, kdratolytlques, depilatoires, les eaux parfum^es, les 

extraits de tissus animaux ou vegetaux, tels que proteines, poly- 
saccharides, llquide amniotique, les colorants hydrosolubles, les 
agents antipelliculaires, les agents antiseborrh6iques, les oxy- 
dants tels que I'eau oxygenie, les reducteurs tels que I'acide 

35 thloglycollque et ses sels. 

17 - Composition selon I'unv* des revendications 5 k 15, 
caract^ris^e par le fait que les liposomes renferment des substan- 
ces k activity pharmaceutique telles que des vitamines, des subs-" 
tanc s alimentalres, des hormones, des enzymes, des vacoins, des 

40 antiinflaiBBatolres, des antibiotlques et des bactericides. 



